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Un procedimiento para la preparacion de una masa 
para un producto horneado que comprende 
ncoporar en la masa ciclodextrina glucano 
Iransferasa en una cantidad como para aumentar el 

^ 6 H- del producto horneado, produciendo 
ciclodexrnna in srtu y por lo cual no se agrega 
ciclodextrina junto con la ciclodextrina glucano 
transferase. 
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MZMORIA DESCRIPTIVA 



La prsssnte invencion se refiere a composiciones 
-.]..««.. del pan y . mitodos que usan estas coBposiciones 

Para m ejorar la calidad de los produces horneados co.o el 

pan, 

Los mejoradores del pan son znezclas complejas que 
contienen diversos ingredientes funcionales, tales COmo 
agentes oxidantes y reductores (per ejemplo, acido asc6rbico, 
exstexna), enzimas (por ejemplo alf a-amilasa, hemicelulasa) 
emulsionantes (por ejemplo DATA-ester, monogliceridos, SSL) , 
materials grasos (por ejempio grasa, lecltina, y vehiculos o 
materials abultadores (almidon, azucares, etc.). Muchos 
mejoradores del pan comunmente usados contienen grasas que se 
usan para aumentar el volumen y la suavidad de las migas . Sin 
embargo, es conveniente minimizar el uso de grasas, ya que hay 
una fuerte demanda de los consumidores por alimentos mas 
sanos, y particularmente allmentos con un contenldo reducido 
de grasas. 

Tambien, para mejorar la calidad nutritiva del pan, 
a menudo se agrega a la masa leche en polvo descremada. Esta 
adicion, sin embargo, da como resultado un volumen dlsmlnuldo 
del pan (se refiere a un pan grande) . Para contrarrestar 
esto, normalmente se agrega manteca grasa a estas masas que 
contienen leche en polvo para mantener un alto volumen del 
pan. Nuevamente, esto lleva a un contenido indeseablemente 
alto de grasa. 

La resistencia de los consumidores a los aditivos 
grasos va en aumento y, por lo tanto, hay una necesidad 
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constante de reemDl^^r i a 

PUM 13 Bante " »« ^it.v OS anigos de los 
consumidores, proporcionando asi Drod ,. ctos h 
. . Prod.ctos horneados con un 

aj ° C ° ntenid ° " e 9"" y alto volu.en del pan. 

se na encontrado ( „.o. „. y R. d. Hill (Cereal 
ry (lM4) ^ N „ 5> 406 _ 409)) ^ ^ ^ 

Cl0hSPUa "" MJ ' c^-Modextrlna . dextri „ a de 
Sehardlnger, aunenta el voWn del pan. La beta _ 

CiCl ° deXtrlna >~ * «P- ld ad de Mncnarse y u 

atinl.clon. Est o da CMO resultadQ ^ aunento ^ 
del Pan, una „ayor absordan de agua en el Farinc . Jra£o , u „ 
t«po de desarrollo aunentado y u „ a mejor tolerancla de 
-clado. Tambi , n mejQra el . sabor ^ um ^ 

este use de la beta-ciclodextrlna es cue aumenta 

Pe9ajOSldad * 13 — • «.to nace q ue las „asas que 

ccntxenen beta-clclodextnna seen Inaproplades para ser 
manipuladas per las maqulnas. 

Otra desventeje seria de usar beta-ciclodextrina es 
««. se req uiere„ altos nlveles, t ipi =a m ente entre 1 y „ (e „ 
b-. al peso de la narm.,, pa ra obtener el au,en t o deseado 
del volumen del pan. 

esun objetivo de esta invencion superar estos 
Problems y propordonar productos horneados q »e ten 9 an un 
sabor mej orado, un v=l um en au^entado y un contenido de grasa 
reducldo. 

El termino "producto horneado", como se usa aqul 
debe ccprenderse co*o gue se reflere a cual g uler product! 
horneado a base de cereales, tales co mo harlna de trigo y/o 
centeno, y qu e Ueva Incorporadas levadura y ague. En la 
-Yorl. de los cases ta^en habra sales pres.ntes 
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opcionalmente con grasas, emuisionadores , enzimas, azucar y 
otros aditivos. En la preparacion, estos ingredientes se 
mezclaran formando una m asa o pasta homogenea, esta se dejara 
por algun tiempo a una temperatura adecuada y se horneara para 
producir un producto con aire, consumible, tal com o el pan. 

En consecuencia la invencion provee, en un aspecto, 
un procedimiento para la preparacion de una masa para un 
producto horneado que comprende incorporar en la ma sa 
ciclodextrina glucano transferasa en una cantidad como para 
aumentar el volumen del producto horneado. 

De acuerdo con la presente invencion, la 
ciclodextrina glucano transferasa (CGTasa) se incorpora en una 
composicion mejoradora del pan -que se agrega a l os otros 
ingredientes de la masa. En otro aspecto, la invencion 
provee, por lo tanto, una composicion mejoradora del pan- para 
usar en un procedimiento de la invencion, que comprende 
ciclodextrina glucano transferasa y uno o mas ingredientes 
secos de la masa adicionales. Esta composicion puede 
comprender, por ejemplo, toda o una porcion de la harina 
requerida para la preparacion del producto horneado. Las 
ciclodextrinas se forman in situ por la accion de la CGTasa 
convirtiendo el almidon y los compuestos relacionados con el 
almidon en la masa. 

Sorprendentemente, se ha encontrado que el uso de la 
CGTasa en lugar de la beta-ciclodextrina no provoca los 
problemas de manipulacion de la masa observados cuando se usa 
la beta-ciclodextrina para mejorar la calidad del pan. 
Mientras las masas que contienen beta-ciclodextrina se vuelven 
muy pegajosas y por lo tanto dificiles de manipular durante el 
redondeado y el moldeado, las masas que contienen CGTasa 



tienen una excelente capacidad de ser trabajadas por maquinas, 
posibleraente porque la accion de la CGTasa asegura que las 
ciclodextrinas se formen gradualmente en la masa despues del 
mezclado. Por lo tanto, solo pequenas cantidades de 
ciclodextrinas esta presentes durante las primeras etapas de 
la fabricacion del producto horneado, tales como los pasos 
iniciales de formacion de la masa inmediatamente despues del 
mezclado, cuando altos niveles de ciclodextrinas podrian 
causar una severa pegajosidad de la masa. Ademas, la CGTasa 
produce no solo beta-ciclodextrina sino tambien otras 
ciclodextrinas que contribuyen a las caracteristicas mejoradas 
de la masa y del producto horneado, tales como volumen del pan 
y sabor. 

En general, las CGTasas adecuadas para usar de 
acuerdo con la presente invencion tienen las siguientes 
caracteristicas : 

- son "extracelulares" en el sentido de que son 
producidas o secretadas extracelularmente; 

- pueden requerir Ca 2+ para permanecer activas; 

- su pH optimo es ligeramente acido. 

El optimo de temperatura de la CGTasa usada es un 
parametro de menor importancia, pero pueden usarse CGTasas que 
tienen optimos a alta y a baja temperatura de acuerdo con la 
invencion. Por ejemplo, una CGTasa que tiene un optimo de 
temperatura de 30-60°C (termolabil) y/o una CGTasa 
termoestable (optimo de 80-95°C), pueden usarse venta josamente 
en la preparacion de productos horneados . 

Las enzimas ciclodextrina glucano transferasas 
(conocidas como CGTasa, ciclomaltodextrina glucanotransf erasa 
o amilasa de Bacillus macerans: e.C; 2.4.1.19) son algunos de 
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los miembros .as inusuales de la familia de las glucosidasas 
amilolxticas. Mientras la mayoria de l as glucosidasas 
catalizan predomina.ntemente una sola reaccion, la CGTasa oosse 
tanto capacidades siateticas como hidroliticas fuertes, ademas 
de tener una especif icidad de producto multiple. Las CGTasas 
producen ciclodextrinas con 6, 7 y 8 residuos glucosilos y una 
variedad de malto-oligosacaridos lineales, mediante reacciones 
de desproporcionacion y acoplamiento . 

Las ciclodextrinas estan compuestas de residuos de 
glucosa unidos por enlaces alf a -i /4 glicosxdicos para formar 
un sacarido con forma de anillo sin extremo reductor. 

Se han .aislado CGTasas de varias especies 
microbiologicas. Las CGTasas adecuadas para el proposito de 
la presente invencion pueden obtenerse, por ejemplo de 
especies de Bacillus, tales como Bacillus macer.n. . Baclllus 
stearothermop Mlns, Bacillus am vloiiouaf a «« pn. Bacillus 
meqaterium , Bacillus subtHus, Bacillus ohb.n^c 0 de 
especies de Micrococcus , de Klebsiella Pnmnnt. Klebsiella 
° XYtOCa ° de Thermoanaerobacter. CGTasas adecuadas tambien 
pueden ser producidas por metodos recombinantes en cepas 
huespedes que han side sometidas a ingenieria genetica, io que 
las ha hecho adecuadas para la produccion de CGTasa. Por 
ejemplo, Escherichia col f que expresa genes de CGTasa puede 
actuar como una fuente de la enzima. Mas informacion sobre 
CGTasa esta dada en B.Y. Tao (Enzymes in Biomass Conversion 
(1991), Capitulo 28, 372-383; American Chemical Society). 
Varias preparaciones de enzimas de CGTasa estan disponibles en 
el comercio y son apropiadas para ser usadas en la invencion. 

Se puede usar cualquier cantidad eficaz de CGTasa. 
En general sin embargo, se empleara de 5 a 5000 unidades de 
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C««. por *U 6g r M0 de harlna , ^ preferenci 

* 3. a SCO unidades por x kg de ^ se > - 
<- U ca ntld a d pre£erlda de CGTasa " 
— « y ml procedi.iento d e preparacion d e la Ms 

corriente C3S0 ^ U " , aM 
>-orriente amer r^na 

Preferida puede ser, por 
ejemplo, de 75 U/kg a 300 U/ka « 

preferida s *■» ^landes, una cantidad 
' 6rida S6ra ' P ° r •J-**'. ^ 175 U/kg a 375 U/kg. 

Seprefieren las preparaciones de CGTasa y i as 

COmPOSiCi0neS mej ~ S -I - - tienen cantidades baj as 
o <nuy bajas de proteasa. 

Ade mi s de CGTasa, 1„ co m po si ci 0 „es aejoradoras 
P=n 7 las masas de , invenci6n fueden 

reduce la pega 3 os id a d de la masa. 

Presente invencion „ra Ce.ostrada 
extensa^ente .ediante l0 s sl9uientes eJemplos . ^ 
»*« ^ u pMsente inyenci6n ^ ^ ^ ^ 

limitada a estos ejemplos. 

Para los propositus de estos ej e mp io S/ la actividad 

enZlmdtiCa 56 P ° r 61 *™*o de amilasa Ph ade b as (mar ca 

comercial) de Pharmacia. En este m6torfn 

M este metodo, se mide 

espectrofotoraetricamente la . b i„mk 

la solubilizacion por CGTasa de 

,UIi6 " marCad ° CM « - ta*po„ (acetate o,i „ 

C« a 2,5 «. p „ 5 , 5) , durante a minutos a ^ um ^ 

e*Uvale a airededor de ,. unld ades SKB. „ uso de un ensay0 
aeuasa para la detention de la actividad de la CGTasa 
Ha Side descrito por R . L . starnes ycolabocadores; 
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m Biomass Conversion ch ?o c 

ion, ch. 29, starch liquefaction, 1991 

American Chemical Society). 



Ejemplo 1 



Est* ejemplo denmestra la aplicabilidad de la CGTasa 
=o.c u„ ree mp lazante de la gr asa en u„ precedent, para „asa 
corrlente amerlcana. 

se hornearon panes chlcos a partlr de trozos de Msa 
«e ISO g, obtenidos -ezclando 200 g de narina de trigo ,100,,, 
106.1 deagua (H%) , i, 4 g de Uvadura seca 

(0,7%, Gist-Brocades Delft,- Holanda, , 3 g de sal (1, 5S) , 

12 9 de azucar , 6 „, , g de lecne e „ polvo descremada ^ 

mgde acido ascorbico (20 pp.,) y „ na cantidad variable de 
CGT «* (* lacuiusjacerans, . eantec, c 

Despues de -ezclar durante 6 ainutos y 15 eegundo, a 52 r.p . 
en una .ezcladora de rodillo, la M s, £ue dlvidida, fer.ent.da 
por 1 hora y 45 ainutos a 30-C, punzada, fermentada por 25 
»inutos mas, no i d eada y puest. en cestlUcs. Despues de una 
ferttentacion fl nal d. 50 alnutos a 30-C, la aasa f„e norneada 

por 20 minutos a 2on°r vi . 

a 200 C. El volumen del pan fue determlnado 

por el metodo de desplazamiento de semllla de colza. 

Los resultados obtenidos se dan en la Tabla 1. 
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Tabla 1 



Adiciones 


Volumen (%) 


ninguna 






100 


manteca 3% 






124 


75 U/kg de CGTasa 




118 


300 U/kg de CGTasa 


132 


Amylase P200 (25 ppm) y 


Amylase H400* (150 ppm) 


113 


beta-ciclodextrina 1,5% 


120 



•tariu.,,,, esuna amilasa (ungal yAmyUse H400 es ^ 

a *" Ma C °" a «ividades de hemicelulasa, ambas de 

Gist-Brocades, 

El efecto sobre el volumen que se obtiene con la 
manteca, puede obtenerse o incluso mejorarse con CGTasa. 
Ademas, esta claro en los resultados que el efecto sobre el 
volumen de la CGTasa es aun mayor que el efecto que se obtiene 
con la combinacion de Amylase P200 y H400. Esta ultima 
combinacion es una mezcla de enzimas comunmente usada P or la 
industria del pan para mejorar la calidad del pan. 



Ejemplo 2 



Este ejemplo demuestra el efecto de CGTasa sobre el 
volumen en un tipo de pan holandes. 
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Se hornearon panes chicos a partir de trozos de masa 
de 160 g, obtenidos mezclando 200 g de harina de trigo (100%), 
106.1 deagua (53%), 1,4 g delevadura seca instantanea 
(0,7%, Gist-Brocades N.V., Delft, Holanda), 4 g de sal (2%), 3 
g de azucar (l, 5 %), 5 mg de alfa-amilasa fungal P200 (25 ppm, 
Gist-Brocades, , 4 mg de acido ascorbico (20 Ppra) y una 
cantidad variable de CGTasa (de Bacil lus Me ^., 0 beta . 
ciclodextrina. Despues de mezclar durante 6 minutes y 15 
segundos a 52 r. p.m. en una mezcladora de rodillo, la masa fue 
dividida, fermentada por 1 hora y 45 minutos a 30°C, punzada, 
fermentada por 25 minutos mas, moldeada y puesta en cestillos. 
Despues de una fenne^tacion final de 70 minutos a 30°C, la 
masa fue horneada por 20 minutos a 225°C. El volumen del pan 
fue determinado por el metodo de desplazamiento de semilla de 
colza. 

Los resultados obtenidos se dan en la Tabla 2. 



Tabla 2 
Adiciones 

Volumen (%) 

ninguna 

175 U/kg de CGTasa 
375 U/kg de CGTasa 
beta-ciclodextrina 2% 



100 
116 
122 
114 



10 



Los resultados oe nu est r a„ cue „ efect0 de u CGTasa 
•obr. el v olune „ es Myor que el e£e=to ^ 2< ^ 

ciclodextrina. 



r 
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RSIVINDICACIONES 



para Pr ° Cedimlent ° >™ l * P"Paracla„ de una „asa 

l rP a/rr j orneado ~ i2m ° ~~ -~ 

* maSa giucano transferase en 

- -eado. produciendo ciclodextri „ a ^ ^ y ^ ^ J 

t Lrr3a ciclodextrina junt ° - ia «~ 

2- On procedimi.nto de acuerdo con la reivindicaci6„ l 

r™ 06 — - — — -ana.::; : 

-plea en raz6n de 5-5000 unid.des per kg de harina 

3. n, procedi^ento de acuerdo con !a reivindicaciSn 2 
c™ ZM0 porque la cidode«r in a glucano transfetasa M 
-Plea a razon de 50-500 unidade, per kg de harina. 

procedindento de acuerdo con cualquiera de las 

omite la manteca. 

5. un procedindento de acuerdo con la reivindicacifin 4 
CARACTERIZADO poroue rti^ . 

porque dicha masa incluye leche en polvo 

aescremada. 

«• "n procedimrento de acuerdo con cualquiera de las 
revindicates x a la s, CAAACTERXZAOO porque dicha mas a 
incluye glucosa oxidasa. 

7- Una con,posici6n del pan para ser usada en un 

Pr ° Cedimient0 de — rdo con cualquiera de l ag 

rexvmdicaciones l a la s i=. . . - 

■ia e, ia compos icion CARACTERI ZADA 

porque cenprende ciclode*trina glucano transferase y uno o 
mas ingredi.ntes secos adicionales de l, ra asa, que es libre 

de ciclodextrinas. 
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8- Una composicion del pan d 
reivindicacion 7, CARACTERI ZADA por 9 " CUerd ° C °° la 
oxidada. qUe incluye glucosa 

*• El use de la ciclodextrina glucan 
aCU6rd0 CO " la -ivindicacian lf CARACTER ° tra " Sf — - 
C ° m ° Un ™«»pla« M te de la grasa en 1 

m asa. a P r "paraci6n de una 

10. El use de la ciclodextrina da 
rexvindicacion 1, CARACTERIZADO porque 8 , 

del sabor en ia pre paraci6n de una mas a . 8 ^ ^ mejorador 



